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広範腫瘍抑制蛋白p16/M T Sl(m ultipletu m o r s up pre ss o rl, M T Sl)は , RB蛋白 の リ ン 酸化を抑制す る こ と で細胞周期で
の G l期か らS期 へ の 移行を調節 し て い る . p16/M T Slの 発現異常 は種々 の 痛細胞株や臨床検体で報告され て い るが , 予後因
子 と して 臨床的な重要性 を検討 した 報告は少 ない . 本研究で は, 非小袖脂性肺痛67例を対象と し て p16/M TS l遺伝子 とそ の
蛋白発現異常を調 べ , 臨床病理 学的国子と の 関係及び予後 との 関連に つ い て検討 した . p16/M TSl遺伝子変異 の 有無 は, P C R-
SS CPを用い て 判定 した . ま た ヘ テ ロ 接合性の 欠失qo ss of hete ro zygo sty, L O H)は, 染色体9p21の マ イ ク ロ サ テ ラ イ トマ
ー カ
ー で あ る D 9S 171 とI N F A を用 い て 検索 し た . さ ら に , p1 6/M TS l発現 は免疫組織化学的 に検討 し, そ の 免疫反応性 の 測定は
C AS 200 イメ ー ジ分析装置を用い , 定量 プ ロ グ ラム に従い 陽性面積比, 陽性染色比 で 表 した . p1 6/M TS l遺伝子の 構造異常は
15例 (22.4%) に認め られ た . また 26例(38.8%) に L O H がみ ら れ た. p16/M T Sl遺伝子構造異常や L O Hの 有無と臨床病理学的
因子 と に相関を認 め な か っ た . p16/M T S lの 陽性面積比, 陽性染色比 は全症例で1 5.2± 9.4, 20.8± 12.9で あ っ た . こ の 結果
に基づ き, 陽性面積比 の 15.0 以 上 をp16/M TS l高発現, 1 5.0未満をp16/M T Sl低発現と し た.病期別 に陽性面積比, 陽性染色比
をみ ると , Ⅰ期 で は それ ぞれ 24.3± 11.4, 30.7±12.8, Ⅲ期で は23.8士 10.5, 29.1 ±11.9, Ⅲa期 で は9.3± 7.5, 14.7± 10.0,
Ⅲb期 で は4.6± 2■4, 8･7±4.6, Ⅳ 期で は 0.6± 0.6, 1.1± 0.9 であり病期進行 とと も に有意 な低下 を示 した ゎく0.05). T因子と
の 関連で は, p16/M T Slの 陽性面積比 , 陽性染色比 とも にT因子の 増大と と もに有意 な低下を示 した (p<0.05). 組織型別に み
ると , 扁平上 皮痛で はN 因子 の 増大に と もな っ て , P16/M T Slの 陽性面積比 陽性染色比は有意な低下 を示 した ゎ<0.05). 一
方腺痛で は , 高分化型症例 の 陽性面積比 は中, 低分化型症例 に比 し有意な高値を示 した (p<0.05). また , p16/M TS lの 陽性面
積比, 陽性染色比 と p1 6/M T Sl遺伝子構造異常と の 相関を認め な か っ た . L O Hを認め た群 の 陽性面積比, 陽性染色比は そ れ
ぞ れ 10.0± 9.2, 18.5± 9.0 であり , L O Hを認 め ない 群 の 18.5± 9.1, 25.1 ± 10.9 と比較 して 有意な低値を呈 し た (p<0.05).
p16/M TS l高発現群 の 3年生 存率 は62.5%, p16/M T Sl低発現群 の 3年生存率は40.5% であり p16/M TS l高発現群が有意に高 い
生 存率を示 した (p<0.05). 以 上 の 結果か ら, 非小細胞性肺癌 にお ける p16/M TSl発現 は, そ の 予後予測国子となりう る と思 わ
れ た
.
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Staining
癌 の 診断 と治療 にお ける近年の 進歩 は, い く つ か の 癌腫の 訂
正 死亡率を減少 に転 じ させ た . しか し, 原発性肺癌の 死 亡 率は
い まだ に急激 な増加 を示 して お り, 癌腫別死 因の 首位 を占め る
に至 っ た . し たが っ て, 原発性肺癌の 治療戦略 には 根本的 な見
直 しと改善が求め ら れて い ると い える . そ れ に は適 切 な手術術
式や有効 な補助療法 の 開発 はも ち ろん , 信頼性の 高い 予後予測
法の確立が必須であ る. と り わけ , 近年急速 な進歩を遂げた分
子生物学的研究分野 は, 肺癌細胞の 浸潤能や増殖能 に関する多
くの 情報 をもた らすもの と期待 され る
1)
.
最近, 細胞周期 の 調節機構が解明 され つ つ あり, そ れ に関与
する諸国子の 異常 は, 発癌 を は じめ と す る種 々 の 病態 に深く関
与して い る と考え ら れ て い る. 細胞分裂 はサ イ ク リ ン 依存性キ
ナ ー ゼ (Cyclin depe nde ntkin as e, Cdk)の 活性化 と, 網膜芽細胞
腫蛋白質(retin obla sto m apr otein, pR B) の リ ン 酸化に よ り 調節
さ れ て い る
2)‥i)
. 細胞㈹期 の 各別に は それ ぞ れ に 特異的 な C dk
が 存在 し, C dk は サ イク リ ン と複 合体 を形成 し活性化Jl人態と な
る. さ らに , C dl(も引生は 多数の 抑制国子 によ り負の 調節を受け
て い る こ と が 判明し て い る
上1) 6)
. Gl/S期に活性化す るC dk 4 に
特異的に結合 し, そ の キ ナ ー ゼ 活性 を抑制す る蛋白 p16 が
Se r r a n oら




ら の 二 つ の グル ー プが , 悪性黒色腫の 培養細胞株 の 第
9染色体短腕(9p21領域)か ら遺伝子の 単離に成功 し, 多種の ヒ
ト腫瘍細胞株 にお い て 高頻度 に変異が み い だ さ れ , p16/M TS l
(m ultipletu m or s up pre so rl) と命名 した . こ の 遺伝子 は こ れま
で にSer ran oら5) に よF)単離 され た p16 と同
一 で ある こ とが わ か
り, 細胞周期制御 と痛抑制遺伝子 の 関連が注目 され , 基礎的実
平成11年7月29日受付, 平成11年9月29日受理
A breviatio n s: C dk, CyClin depende ntkin ase; D A B, 3, 3-dia min oben zidin etetr ahydro chloride;E 2F, E2pro m ot r
factor;L O H, loss of hetero zy go sity; pRB, r etin obla sto m apr otein; N S C LC, n O n-S m allc el1 1u ng c an c er; M T F H R,
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験 や 臨床で 応用 が検討さ れ つ つ ある . 本研究は , 肺癌切除標本
に お い て p1 6/M TSl遺伝子異常 の 有無と そ の 免疫反応性を検索
し, 臨床病理学的因子お よ び 予後と の 関連 に つ い て 検討す る こ
と を目的と した .
対象お よ び方法
Ⅰ. 対象
1988年1月 ～1991年12月 の 期間に金沢大学医学部第 一 外科 で
切 除さ れ た原発性非小細胞性肺癌 (n o n-S m allc e11 1u ng c an c e r,
N S C L C)67例を対象と した . 切除後直ち に約1gの 痛組織を採
取 し, D N A抽出 に用い る た め 液体窒素を用 い て 瞬間凍結後-
80 ℃ で保存 した . 免疫染色用 に は, ホ ル マ リ ン 固定 パ ラ フ ィ ン
包埋 ブ ロ ッ ク と して 金沢大学医学部附属病院中央検査部に保存
さ れ て い るも の を周 い た . 村 象の 組織学的内訳 は , 腺 病39例
で 平均年齢64.0歳, 扁平 上皮痛 が28例で 平均年齢67.8歳 で あ
っ た . 腺将 に比 べ 扁平上皮癌に おい て 女性が有意 に少な か っ た .
水
臨床病理 学的因子 と して は, 肺癌取扱 い 規約9) に より 原発腫瘍
の 大き さ や部位 の 指標 と な る T因子 , 所属リ ン パ 節 の 転移 の 指
標 とな る N 因子 , 遠隔転移の 指標と な る M 因子で 分け検討 し
た . さ ら に痛胞巣ある い は癌細胞 の 形態 に より , 各組織型を さ
ら に細分 して 高分化 , 申分化, 低分化 の 3 つ に分 け検討を加え
た
.
こ れ ら に よ っ て 定ま る病期分類の 内訳は Ⅰ期26例 , Ⅱ期6
例, Ⅲ A期 22例, Ⅲ B期11例 , Ⅳ期2例 で あ っ た (衷1). なお
対 照に は痛組織 と同時に採取 さ れ た正 常肺組織を用 い た .
Ⅰ . 新鮮標本 か ら の D N A抽出
D N Aの 抽 出は フ ェ ノ ー ル ク ロ ロ ホ ル ム 法 を用 い て 行 っ た .
す なわ ち凍結 し た組織1g を ハ サ ミ で 細切 し , 緩衝 液｣20mM
Tris-H Cl(pH 7.5), 0.1 M 塩化ナ トリ ウ ム , 1,5mM MgC12】(和光
純薬工業, 大阪)中で ホ モ ジ ナ イ ザ ー を用 い 破砕懸濁 した . 次
い で, 懸濁 液を チ ュ ー ブ にい れ 1500回転, 5分間遠心分離 した.
上 清を捨 て水冷T N E溶液【10m M Tris-H Cl(pH 7.5), 0.1M 塩化
ナ ト]) ウム , 1m M E D T A】(和光)4mlを加え懸濁 し, 10 %S D S
Tablel. C lin c opathologlC al findingsin n o n
-S m alcell lu ng c an cerc ases
ClinicopathologlCal
No. ofc ases(%)































Moder ately 2 5 (37.3)
Poor 16 (23.9)
26 (66.7) 25 (89.3)
13 (33.3) 3 (10.7)
13 (33.3) 7 (25.0)
17 (43.6) 14 (50.0)
4 (10.3) 5 (17.9)
5 (12.8) 2 (7.1)
19 (48.7) 17 (60,7)
4 (10.3) 4 (14.3)
12 (30.8) 6 (2l.4)

























15 (38.5) 11 (39.3)
2 ( 5.1) 4 (14.3)
12 (30.8) 10 (39.7)
9 (23.1) 2 (7 .1)



























A den o c a･, de n o carcin o m a;Epiderm oidc a. , ePi der m oidcar cin o ma.
m ethylenetetr ahydr ofolate redu ctas e; M T Sl, m ultiple tu m o r s upr e ss o rl;S SCP,Singleqstra nd c o nfor m ation
polymOrphis m
20 柚ase_ _ -
2 肋b恥e -
非小細胞性肺癌 に おけ るp16/M T Slの 検討
Tab le2･ P1 6/M TS Iprim ersforP C R-SSCP usedinthis study
Ex o n
A mplified

















5 5 Fo w ard
Re vers e
5 5 Fo w ard
Reverse
5 5 Fo w ard
Reve rs e
60 Fo w ard
Reverse
G G G AGC AGCA T G AGCCG
A G TC G CC GCCA TCC CCT
AGCTTCC T T TC CG T C A T GC
GCA GCAC CAC CAG CG T G
A GC C CA A C TG CGCCGAC
CC AG GTCC ACGG G CAGA
TGG AC GT GC GCG CG A TG
G GA AGC TCT C AGGG TA CAA A TTC
CCG GT AG GG AC GGCA AGAGA
C TGT AG GA C CT CG GTG A CTGA TGA
Table3･ Prim ers ofmicr os atellite m arker u sed in this st udy
M icr os atellit










55 Fo w ard
Re v ers e
5 5 Fow ard
Re v erse
AC C CT A G C A C T G A TGT A T AGTCT
AG CTA A G TGA A CTC ATCT C T GCT
A GCTTCC T T TC C G T C ATGC
G CA GCAC CAC CAG C GT G
5 0 51 52 53 54 55 56 57 58
[ [ [ [ [ [ [ [ [
T N T NT N T N T N T N T NT N T N
Fig. 1. P C R-SS C Pa n alysis ofex o n2 Aofp16/M TSlgene. An
abn o r a mlly shifted band w a s n oted in c a s e51. T,tum O rtiss u e;
N, n O r m allu ngtiss u e n e arthetu m o r site .
(和光)200/∠l, 10m g/dlの プ ロ テ ナ
ー ゼ K溶 液(和光)60′′ノ1を
加え, 50℃で 12時間撹拝反応 さ せ た . TrisqE D
′
m 緩衝液飽和
フ ェ ノ ー ル (和 光)4mlを加え4時間穏や か に撹拝 し, 3 000回転,
20分間遠心分離 し D N Aを抽出 した . Tris-E D TA櫨衝液飽和 フ
ェ ノ ー ル 4ml に て 1回(3000回転, 30分), Tris-ED
r
rA緩衝液飽
和フ ェ ノ ー ル ･ ク ロ ロ ホ ル ム (1:1)4ml に て1回(3000回転, 20
分), ク ロ ロ ホ ル ム 4ml に て1回(3000回転, 10分) 遠心 し上 層
を回収 し た. 0.1 Mの 酢 酸ナ トリ ウ ム 溶液(和光)を加え た エ タ
ノ ー ル を10ml加え撹拝後, -80 ℃ で2時間放置 しD N Aを沈殿
させ た. さ ら に4℃, 15 000回転20分間遠心 し上 清を取り除き
70% エ タ ノ ー ル で 洗浄 し た. 得 られ た D NA を1mM E D T Aを含
む10m M Tris-H Cl緩衝液(pH8.0) に 溶解 し, 4℃ で 保存 した .
各DN A は260n m の 吸光度を測定 し, 1 0 D を50FLg/ml として
D N A濃度を計算 した .
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X. P C R- 1 本 鎖 構 造 多 型 (PC R-Single -Str a nd
Co nfbrm atio nPolymO rPhsim , P C R-S S C P)法
P16/M TS lの 点突然変異の ス ク リ ー ニ ン グに は P C R-SS C P法
を用 い た. プ ラ イ マ ー は報告さ れ て い る p16/M TSIc ) N Aの 塩
基配列5) に基づき, エ ク ソ ン 1 に1組, エ ク ソ ン 2 に3組 , エ
ク ソ ン3 に1組設定 した (表2). こ の 塩基配列の オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ドプ ライ マ ー (バ イ オ ロ ジカ , 名古屋) を20
′
′∠M の 濃度に 調
製 し各 プ ラ イ マ ー 3
′
′山 二対 して , 10× リ ン 酸化横衝液(50m M
Tris-H C l(pH 7.6), 10m M MgC12.5m M ジ チ オ トレ イ ト ー ル ,
0･1m M ス ペ ル ミ ジ ン , 0･1m M E D T A) (和光)1.5/Ll, 【γ
=～2
p]A T P(3000,,LCi) (ア マ シ ャ ム ■ ジ ャ パ ン, 東京)5/Ll, T4 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ドキナ ー ゼ (和光)1 5′′Jl 単位ず つ を加 え, 37℃で
30分間保温後, 65℃ で 1 0分間加熱 し酵素を失活 させ プ ラ イ マ
ー の 5
'
末端 を~lヱp で標識し た. 鋳型DNA5 0ng(lOO/Lg/ml)に 対 し
て 10× P C R反応綬衝液(100m M TrisLH Cl(PH 8.8), 500m M K Cl,
1 5m M MgClヱ, 1 % Trito n X l O O) (和光)0.5/1l, d A T P, d G T P,
d C T P, d T T P各1On m ol, TaqD N Aポ .) メ ラ
ー ゼ0.0 5単位(和光),
ジ メ チ ル ス ル オ キ シ ド (dim ethyls ulfo xide, D M S O) (和光)0.25
′
′Jl お よ び標識 プラ イ マ ー を20pm olず つ 加え, 滅菌蒸留水 を
加えて計5/1 とし た. ミ ネ ラ ル オイ ル (Sigm a, St.Lo uis, U S A)
3 0〃1を重層 し, P R OGR A M T E M P. CONT R O L S Y S T E M P C-
800(ア ス テ ッ ク, 福岡)を使用 して , 94℃30秒間の 熱変性, プ
ラ イ マ ー に 応 じて55 ℃また は60℃ま た は63 ℃4 0秒間の ア ニ ー
リ ン グ, 72℃1分間の D N A伸長反応を1 サ イ クル と し, 35 サ
イ ク ル の 増幅を行っ た. P C R反応終了私 P C R産物 の うち2FJ
･1を とり , ホ ル ム ア ミ ド色素溶液(95% ホル ム ア ミ ド, 0.05% ブ
ロ モ フ ユ ノ ル ブ ル ー , 0.05% キ シ レ ン シ ア ノ ー ル , 2 0m M
E D T瑚(各和光)を4 8/Jlを加え80℃で3分国加熱後, 急冷 した.
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これ に50% グリセ ロ ー ル (和光) を加えて 6% ポ リ ア ク リ ル ア ミ
ドゲ ル (和光)0.5× 甘is一 ホ ウ 酪EDTA績衝液中で電気泳動 した
(1 ふ2.Ok V, 2-4時 間). 泳動 に は 潅流式泳動槽 を用 い て 4 ℃,
15℃の 2種類 の 一 定 温度を保 っ た . 泳動後, ゲ ル を 乾燥 さ せ イ
メ ー ジ ン グ プ レ ー ト B A S C A SS m E 2040(富士 フ イ ル ム , 東
京) に1時間露光 した . こ れ をバ イ オ イ メ ー ジ ン グ ア ナ ラ イ ザ
ー ･ B A S-1 50 0(富 士 フ イ ル ム) を 用 い て読 み 取 り , M a cB A S
Ver.2.2(富士 フ イ ル ム) を用い 画像化 した . 腫壕 D N A に よ るバ
ン ドがiE常 D NA の そ れ と 異な る移動度を示 した 場合 , 腫瘍
D N A が遺伝子構造異常をも つ と判定 した.
N . ヘ テ ロ 接合性 の欠失(lo s s of hete r ozygO Sty, L O H) の
検出
今回, 第9染色体短腕 の 21部位(9p21) の マ イ ク ロ サ テ ラ イ
ト マ ー カ ー で あ るI N F A と D 9S 171を用い て, P16/M T Sl遺伝子
近傍 の の L O Hを検索 し た (表3). 各々 の プ ライ マ ー (バ イ オ ロ
ジカ)1.5〃lず つ に【γ
:! 2p]A T P(ア マ シ ャ ム)5′"1, 10× ポ リ ヌ
ク レ オ チ ドキ ナ ー ゼ績衝液 1.5′"l, ポ リ ヌ ク レ オ チ ドキ ナ
ー ゼ
(和光)1.5.` ∠1, 蒸留水を4′∠∠1で 反応 させ 標識 した . こ の 標 識さ
れ た プ ライ マ ー を0.25
,
ul, 10× 緩衝液を0.5〃1, d N T P混合液
を0.4
,
ul, Taq D N Aポ
1) メ ラ ー ゼ (和光)0.0 5/Ll, 標 本
D N A O
.5〃=ニ蒸留水を加えて計5/∠1の 系 にミ ネラ ル オ イ ル を20
,
,1 重層 しP C R反応を行 っ た . P C R反応は94℃30秒 , 55 ℃ 40
秒, 72℃1分を35 サ イ クル で 行い , 終 了後4 ℃ に保存 し た . こ
れ にホ ル ム ア ミ ド色素液45〃1加え, うち4/∠1を90℃に加熱後
急冷 した もの を尿素0.6% ポ リア ク リ ル ア ミ ドゲ ル (和光) 中で
1500V で4-5時 間電気泳動 した. ゲ ル を乾燥 させ イ メ ー ジ ン グ
プ レ ー ト B A S C ASS m E2040 に2時間露光 した . こ の プ レ ー
トをB AS-1500 で読み 取り画像化 し た. 2つ の マ イ ク ロ サ テ ライ
ト マ ー カ ー (D 9S1 71,IN F A) の 泳動結果をそ の ラ ダ ー パ タ ー ン
で 判定した . 1検体 に つ き2 つ の ラ ダ ー パ タ ー ン が 認め ら れ る
が どち らか が 欠け て い る場合L O H と判定 した .
V . p16/M T Slに対 す る免疫組織化学染色法
ホ ル マ リ ン 固定 パ ラ フ ィ ン 包捜 さ れ た標本 を ミ ク ロ ト ー ム 4
一
〃 m の 厚さ に薄切 し, シラ ン塗装さ れ た ス ライ ド に付着 させ た.
こ れ に つ い て 100 %キ シ レ ン に て 10分間, 3回 の 脱 パ ラ フ ィ ン
を行 っ た私 100%エ タ ノ ー ル に て20回振放を3回, 90%エ タ ノ
ー ル にて20回振造を1回, 70%エ タ ノ ー ル にて 20回振漁 を1回
の 脱水を行 っ た . 水道水で1分間洗浄後, P B Sに浸 し た, 0.1 M
ク エ ン 酸堰衝液(pH 6.0) 中で500 W, 5分間, 3回の マ イ ク ロ ウ
1 2 3
[ ｢ ｢ [
N T N T NT
】68 bp 一 一 ･
Fig.2. L O Ha n alysis of mic r o satellite m arke rI N F Ao n9p2 1
lo c u s. Ca s e3sho w sL O H, While othercas e s sho w n oL O H. T,
tu m o rtis su e;N, n O r m allu ngtissu e nearthetu m o r site.
水
ェ
ー ブ処理 を行 い , 室 温ま で放置 した後 , 新 し い PBS に浸 し た.
次 に0.39ら過酸化水素加 メ タ ノ ー ル にて 20分間室温 で内因性 ペ
ル オ キ シ ダ ー ゼ を阻害 し, 10分間水道水 で洗浄 した . 続 い て,
10分間ブ ロ ッ キ ン グ を行 っ た後 , 抗 ヒ トp16モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体(マ ウ スIgG 2b, ク ロ ー ン G 175-405, P ha r minge n, Sa nDiego,
U S A) をP B S で10倍 に 希釈 し, 室温 で1時間反応 させ た. 次
にP B S に て 5分間3回洗浄 し , ビオ ナ ン 標識抗 マ ウ ス お よ び抗
ウ サ ギ イ ム ノ ダ ロ ブ リ ン ･ ヤ ギ 抗体 (ダ コ ･ ジ ャ パ ン , 東京)を
用い 室温に て 20分間反応 させ , P B S に て 5分間3回洗浄 し , ペ
ル オ キ シ ダ ー ゼ 標識ス ト レ プ ト ア ピ ジ ン (ダ コ ･ ジ ャ パ ン) に て
室 温で20分間反応 さ せ た . P B S に て5分間3回洗浄後 , ヂ ア ミ
ノ ベ ン ヂ ジ ン (3, 3-dia min obe n zidin etetrahydro chlo ride, D A B)
(和光) にて 顕微鏡 で発色状態 を確認 し なが ら約5分間室温で 反
応 さ せ た . 水道 水で 10分間洗浄 した あ と , ヘ マ トキ シ リ ン に
て 核染色を行 っ た . 全過程終了後, 脱水 , 透徹 を 施行 し封入 し
た .
Ⅵ . 免疫染色 の判定
免疫 染色 を行 っ た 後 , 判 定 は 透過光顕微鏡画像解析装置
C A S200イメ ー ジ 分析装置(c ellpa n alysis-SySte m, Elmhu rst, U SA)
を 用い 組織 にお け る免疫反応性を定量的に測定 した . ヘ マ トキ
Fig.3. Im m u n ohisto che mic alstaining ofp16/M T SIproteinin
ade n o c ar cin o a仏)and epide rm Oidc ar cin o m a(B)ofthelu ng･
Alm o stallc a rcin o m a c ells sho w str o ng po sitiv elyfbr anti
-P16
protein m o n o clo nalanti body. Sc aleba rsindic ate s200/Lm
非小細胞性肺癌 にお ける p16/M T Slの 検討
シ1] ン に よ る核染色は 620n mの 波長 で 測光 し, D A Bの 染色強
度は500n mの 波長で 測光 した . p16/M T Slの 発現 に よ る免疫反
応性は全核面積 に対す る D A B で発色 した 核の 面積比すな わ ち
陽性面積比 (% po sitiv e a r ea) の 測定 に よ っ て評価 し た. 染色標
本の 500n m に お ける平均吸光度測定は腫瘍辺緑部の 任意 の 視野
を選び , 10-1 5視野 で行 っ た . 陰性標準標本 の 平均吸光度測定
は5標本か ら任意選択 した10-1 5視野で 行 っ た . さ ら にD A B で
発色 した p16/M T Sl陽性部分 の 核 の 500n m吸 光度 の 総和 を対象
視野 にお ける全 ての 核 の 500n m吸光度の 総和 で わ っ た 陽性染色
比(%po sitiv e stain)も合わせ 検討 し た .
Ⅶ . 統計学的処理
p16/M T S lの 免疫反応性はすべ て平均値 ± 標準偏差 匝± S D)
で 示 した . 平均値 の 有意差検定 に は , M an n- Whitn eyの U検定
を用い た , 離 散量 に対 して は ズ
2検 定を用 い た . ま た , 多罪間
の 有意差検定 に は Kr u skal- W allisの 検定を用 い た . 生 存率の算
出 は Kapla n- M eiye r法 を 用 い , そ の 有意差検定 に は 一 般 化
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W i‡c o x o n検定 を用 い た . い ず れも, 危険率(p億)5 %未満を有
意差ありと した .
成 績
I. P C R-S S C P法 に よる点突然変異の検出
p16/M TS l遺伝子の エ ク ソ ン 2 を2A, 2 B, 2 Cの 3 つ に わ け,
1, 2 A, 2B, 2 C, 3の 5つ の 領 域 にお け る遺伝子変異 をP C R-
SS C P法に よ っ てス ク リ ー ニ ン グ した . D N A が一 本鎖の 核酸 と
し て泳動 さ れ た場合, 1塩基対で も違えば核酸の 高次構造に変
化が 生 じゲ ル の 中で の 抵抗が 変化 し移動度 に差 が生 じ る. こ の
こ と を利用 し腫瘍D N A と 正常 D N AをM一 本鎖 に し て泳動し異な
る移動度 を示 した場合, 高次構造 の 遠 い が考えら れ, この 領域
の 遺伝子異常 が示唆さ れ た (図1).
全症例中, エ ク ソ ン1 に2例, エ ク ソ ン2 A に5イ札 2B に2イ軋
2 C に2例, エ ク ソ ン3に4例 の 計15例 (22.4%) の 構造異常を認
め た . そ の 組織型 で は 扁平上皮確 が7例(25.0%), 腺病 が8例
Table 4･ Correlation sbetw ee n clinicopathologic al findings and expression sofp16/M TS lin67prim ary n o n-
Sm allcell lungc ancerc ases
C lin 霊㌘ic al No･ Ofc ases %言詣t㌫冒,fo r %芸諾宗誌hr
HistologlC al
A de n o ca. 39
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17.6 ±20.8
1 2.0 ±1 7
,
1
1 3.9 ±1 7.




































15.9 ± 1 9.6
1.7± 2.0
1 8.3± 2 1,7
1 1.3士 19.7
13.1 士 13.9












A den oc a･, den oc ar Cin o m a;Epiderm oidc a. , ePider moidcarcin o m a.
*p< 0.05.
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(20.5 %)で あり両者の 間に有意差は認め なか っ た . T分尋乳 N分
類 , M 分 類 , 病 期 別分類 , 分 化度 の い ず れ の 項 目 も ,
p16/M T Sl遺伝子構造異常の 有無と の 間に有意 な関連を示 さな
か っ た . なお , 正常 D N A には構造異常は認め なか っ た .
Ⅰ . L O Ⅲ の検出 と臨床病理学的因子
ヒ トの 細胞 は 父方由来と母方由来2つ の 相同染色体をも つ 2
倍体細胞で ある . こ の2 つ の 相 同染色体 の うち どち らか 一 方 が
欠央 して い る状態 を ヘ テ ロ 接 合性 の 欠失と し, 発癌過程 に お い
て重要な役割を果た し て い る. D N A上の 繰り返 し配列で ある
マ イ ク ロ サ テ ライ ト マ ー カ ー は個 々 人 にお い て多塑性をも っ て
おり, 父方 と母方でその繰り返 し配列の 鎖長が異なり区別 でき
る . 正常 組織 と癌組織 の D N A におい て それ ぞ れ の 相同染色体
の どちら か が 欠失 して バ ン ドと して 認め な けれ ばL O H と判定
した (図2).
L OI‡が認め ら れ た症例 は26例(38.8%) であり, 扁平上皮痛は
11例(3 9.3 %), 腺癌 は 15例 (38.5%) で 両者の 間に有意差 は認め
なか っ た . T分 類, N 分類, M 分類, 病期別分類, 分化度 の い
ず れ の 項 目も, L O Hの 有 無 と有意な関連 は示 さ な か っ た .
p16/M T S l遺伝子 の構造異常を認め た15例中, L O H が存在 し
た症例 は7例 (4 2.0%) で あ っ たが , そ れ らの 症例 に臨床学病理
的な特徴 は認め られ な か っ た . p16/ m l遺伝子 の 構造異常 を
水
認 め な か っ た 52例中, L O H が存在 した 症例 は19例 (36.5%)で
あ っ たが , そ れ ら の 症例 に 臨床学病理的な特徴 は認 め ら れ な か
っ た .
刀L p1 6/M TSl発現
1. p16/ m l免疫組織染色像
肺扁平上皮痛 と肺腺癌 の p16/M T Sl免疫組織染色像を図3A,
B に示す. p16/M
′
指1 は細胞質, 核の 双方 に染色 され た . また,
腫瘍 中心部 に比 べ , 腫瘍辺緑部 で は核 が よ り強く染色 され る傾
向があっ た . Ge radts ら1 0) はp16/MTSl につ い て ウ エ ス タ ン ブ
ロ ツ テ ィ ン グと 免疫染色 に よ る細胞核 と細胞質の 免疫反応性を
比較 した場合, ウ エ ス タ ン プ ロ ツ テ ィ ン グと 細胞核 の 免疫反応
性 と の 間に よ り高 い 相関を認 め た 報告 して い る. し たが っ て本
研究 にお い て細胞核の 染色率 をC A S20 0の 定量 プ ロ グ ラム を用
い 測定 した . 正常肺組織 でも 一 部の 気管支腺, 肺胞上 皮 に淡い
p16/ m lの 染色 をみ た .
2 . 各臨床病理学的因子別 にみ たp16/ m lの 発 現
N S C L C全体で の p16/M TS l陽性面積比は 15.2± 9.4 で同じく
陽性染色比 は20.8± 12.9 であ っ た . 組 織型別で は, p16/M TSl
陽性面積比 は腺痛 で 17.6 ± 10.4, 扁平上 皮痛 で の 12.0± 7.1 で
あり, 両者 の 間に 有意差 は認 め られ なか っ た . p16/M T Sl陽性
染色比 は腺痛で 24.3± 12.7, 扇平上 皮痛で 1 5.9± 9.7 であり,
Table5. Correlation sbetw e e n clinicopathologic al丘ndings a nd expr essio n ofp16/M TSl in 2 8epider m oid
C arCin o m as ofthelu ngcas es
Clin笥荒㌘gic






































































































































非小細胞性肺癌 にお けるp16/MTS lの 検討
同様に両者の 間 に有意差は認めなか っ た . 病期別分類 で は, Ⅰ
期の p1 6/M T S l陽性面積比は23.8± 11.4, Ⅱ 期は 24.3± 10.5,
ⅢA期 は9.3± 7.5, ⅢB期 は4.6± 2.4, Ⅳ期 は0.6± 0.6 であり,
病 期進行 と と も に 有意 な低 下 を示 し た (p<0.05). 同様 に
p16/M T S l陽性染色比で もI期 は 30.7± 12.8, II期 は29.1 ±
11.9, ⅢA 期は 14.7± 1 0.0, Ⅲ B期 は 8.7士 4.6, Ⅳ期 は1.1士
0.9で あり, 病 期進行と と もに有意な低 下を示 した b<0.05). T
分類で は p16/M TSl陽性面積比, 陽性染色比 とも にT因子が増
大する と と も に有意 な低下を示 した b<0.05). 性別, 年齢 (60
歳以 上 , 60歳未満) N分類 , M 分類, 分化度 に よ る差 は認め な
かっ た (表4).
組織型別に検討を加える と , 扁平上 皮癌 で は N 因子が増大す
る と と も に, p16/M T S l陽性面積比, 陽性染色比 の 双方が有意
に低下 し た (pく0.05). 性 別, 年齢 (60歳以 上 , 60歳末滴), M
分類, 分化度 によ る差は 認め なか っ た (表5). 腺痛で は高分化
型の p16/M T S l陽性面積比 は23.8 ± 11.8, 申分化型+ 低分化型
の そ れ は 1 0.9 ± 8. 8 であ り , 分 化 度 が 低く な る に つ れ
p16/M T Sl陽性面積比は有意に低値を示 した b<0.0 5). 同様 に
p1 6/M T S l陽性染色 比 も分化度 に よ っ て 有 意差 を認 め た
bく0.05). 性別 , 年齢 (6 0歳以 上 , 60歳未満)N分類 , M 分類,
分化度 に よ る差 は認め なか っ た (表6).
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3 . p16/ m l発現 と L OH と の 相 関, 遺伝子構造異常
N S C L C仝症例 で L O Hを認 めた 症例 の p16/M TSl陽性面積比
は1 0.0± 9.2 であり, L O Hを認 めない 症例の そ れ の 18.5士 9.1
に対 し低値 であっ た (p<0.05). p16/M TS l陽性染色比 にお い て
もLO Hを認 め た 症例 は認 め な い 症 例 に 比 し低値 であ っ た
(p<0.05). p16/MTS l樽造異常の 有無 と p16/M T Sl発現の 指標
である陽性面積比及び陽性染色比 との 間に 相関関係 は認め なか
っ た . また , p16/ m l構造異常 の 有無 とL O Hの 有無 との 間に
相関 は認めなか っ た .
4 . L O H, p16/M TS l遺伝子構造異常 の 有無別にみ た生 存率
の 検討
N S CL C全症例 に対し, L O Hの 有無で そ れ ぞ れ の 術後3年お
よ び5年生存率 を算出 した . L O Hを認 め た症例 と認めなか っ た
症例 と の 間に生 存率 に差を認め な か っ た . さ ら に, P16/M T S l
遺伝子 の 構造異常 の 有無 でそれ ぞ れ の 術後3年 お よ び5年生存
率 を算出 し た. p16/M TS l遺伝子の 構造異常を認め た 症例と認
めな い 症例と の 間に生存率 に有意な差 は認 めなか っ た .
5 . p16/M T Sl発現か らみ た生存率の 検討
p1 6/M TS l発現 と予後と の 関係を陽性面積比値 を2群 に分け
検討 し た . 全症 例をp1 6/M T S l陽性面積比 が 1 5.0以 上 の
p16/M T Sl高発現乳 15.0未満 の p16/MT Sl低発現群 と し, そ
Table 6･ Correlatio n sbetw ee n clinicopathologic al findings and expression of p16/M TS l in 39
ade n oc ar Cin o m as ofthelu ngc ases
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1 8.8 ±1 2.8
1 0.7 ± 5.5
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れ ぞ れ の 3年 生存率を算出 した . そ の 結果, p16/M T S l高発現
群 の 3年生 存率62.5%, 5年生存率62.5% に対 し, p16/M TS l低
発現群で は そ れ ぞれ40.5%, 19.2% とp16/M T S l高発現群 で有意
に生 存率が高か っ た b<0.05) (図4). 症例を組織別に分け ると ,
扁平上 皮癌 に お い て p16/M TS l高発現群とp16/M T Sl低発現群
に差 は な か っ た . 腺 痛で は p16/M T S l高発現群 の 3年生 存率
74.1 %, 5年生 存率74.1%で ある の に村 し, P16/M T Sl低発現群
で は そ れ ぞ れ 37.5 %, 0% でありp16/MTS l高発現群 で有意 に生
存率が高か っ た b<0.05) (図5).
考 察
細胞 の 増殖速度を調節す る機構の 一 つ に細胞周期 の 制御が あ
る ‥ アデ ノ ウイ ル ス D N A 上 E 2遺伝子の プロ モ ー タ ー 部位 に結
合する細胞由来の 因子で ある E2 FはpR B より解離 し括性型 E2 F
と なり, 増殖 関連遺伝子 の 転写活性化 し細胞周期を Gl期か らS
期 に進行す る2)1即4). こ の pR Bを特異的に リ ン 酸 化す る活性 を
も つ サ イ タ リ ン と C dkの 複合体 があげ られ る . C d k は単独 で は
活性 が なく , 特異 的な調節サ ブ ユ ニ ッ トで ある サ イ ク リ ン が結
合する こ と で は じめ て 活性を発揮す る こ と に なる . 哺乳類細胞
で は 数種類 の サ イ ク 1) ン と Cd k が報告 さ れ て い る が , G l/S期
移行 に働くも の と し て現在ま で にサ イ ク リ ン D/Cd k 4
･ C d k6,
サ イ クリ ン E/C dk 2の 2種 の 複合体 が知 られ て い る
3)4)
. c dk自
身 は, 種々 の サ イ ク リ ン に よ っ て 正 の C dk阻害因子 に よ っ て負
の 修 飾を受 けて , D N Aの 複製 や 修復を調節 し て い る ･ 近年,
C dkの 活性を阻害す る イ ン ヒ ビ タ ー の 存在 が 明ら か に な っ た .
こ れま で報告され た イ ン ヒ ビ タ ー は2 つ の グ ル
ー プ に 大別 さ れ
る . 1つ は p21, p27, p57の フ ァ ミリ
p で , サ イ ク リ ン D/C dk4,
C dk 6, サ イ ク リ ン E/C d k2, サ イ ク 1) ン A/C d k2の 活性を阻害
する . 2つ 目 は 阻害活性が サ イ ク リ ン D/cd k4, 6 に特異的なイ
ン ヒ ビタ ー でIN K4(inhibito r of C dk4) と呼 ば れ る もの で ある.
こ の フ ァ ミリ ー に属す る 一 連の 蛋白の うち, 最初 に 同定 さ れ た
も の が p16/M T Sl である
5】
.
p16/M T S l は当初 C dk 4 に結合す る細胞内蛋白と し て そ の 存
在 が確認さ れ た . こ の 後, p16/M T Sl遺伝子の cD N A が クロ ー
ニ ン グ さ れ , そ の 蛋白は 4回の 練りい返 しか ら な る ア ン キ シリ ン
リ ピ
ー ト構 造を も つ こ と が 明 ら か にな っ た
7)
. p1 6/MTSl を強
制発現さ せ た細胞 の うちあるもの は G l期で 増殖 を停止す るが ,
そ の 効 果 は 用 い た 細胞 の pR Bの 状態 に依存す る . す な わ ち,
pR Bを発現 して い ない 細胞株 にp16/M TS l を強制発現 させ ても
増殖 の 停止 は み られ な い
13)14)
.
こ れ は, p16/M TS lの G l-S移行
制御作用 が pR B-E2 F系を介 した もの で ある こと を裏付け るもの
で ある . ま た, p16/M T S lの 機能 に異常 がある と C d k4/サ イ ク
リ ン D lの 活性 が 阻害 さ れ ず, pR B と E 2 Fの 結 合が 障害 さ れ ,
細 胞の 分萱軋 増殖サ イ ク ル が克進 して癌化 に及ぶ と 予想 さ れ る･
C dk4遺伝子 を培養細胞で 過剰発現 さ せ , p16/M T S l に対 し量
的優位 な状態 に導く と G l期は 短縮 し細胞増殖 が促進す る と の
報告もあ る
1 5卜 1 7)
一 方 , 第9染色体短腕の 異常 は 以前 よ り種 々 の 癌 細胞株で高




. こ れ らの 遺伝子異常は
9p21 に認め , 癌細胞 の み で欠失 して い る こ と か ら こ の 部位 には
痛抑制遺伝子が存在す る だ ろ うと 考え られ て い た ･ こ の ような
中で , p16/M T S l遺伝子 は, ヒ ト悪性黒色腫 の 培養株 の 第9染
色体短腕 の 共通 ホ モ 欠失領域 か ら 単離 さ れ た
7)8)
･ こ の 道伝子
に よ っ て コ ー ドさ れ る 蛋白質が C d k4晴性を阻害す るp16/I NK 4
と 一 致 する こ と が わ か っ た . さ ら に多くの ヒ ト癌馴包株でも同
遺伝子廃位 に お け る ホ モ 接 合性欠尖が高度 にみ つ か っ てき たた
め , p53遺 伝子 に匹敵す る広範 な痛抑制遺伝子 と して 注目を集
め た 7)17). 臨床材料で は 細胞株 より そ の 頻度 は少な い も の の 食
道凰 膵癌 , グリ オ ー マ , 白血病な どで 異常が検出され た
21)~28)
p1 6/M T Sl遺伝子異常 の 形態であ る が , グ リ オ
ー マ , 膵癌,
白血 病 に み ら れ るp16/M TS l遺伝子異常 は ヘ テ ロ 接合性の 消失
や ホ モ 接合性欠失 に よ る 場合 が多い . 一 方 , 肺 胤 頭頸部癌,
食道癌で は 塩基配列 の 変異に起因する p16/M T S l遺伝子異常が
多く報告 さ れ て い る23)24)
2829)
. 他 の 癌抑制遺伝子 で は ナ ン セ ン
ス 突然変異 や ミ ス セ ン ス 突然変異が多い の に比 し, p1 6/M TSl
遺伝子の 異常 は痛の 種類 に よ っ て遺伝子異常 の形態 が大きく異
なり組織特異性 があ る こ と が判明 して い る . 肺痛細胞株を用い
た検討で は , 約80% にp16/M T S l が異常発現 して お り, そ の 半
非小細胞性肺癌 にお け る p16/M TS lの 検討
数に P1 6/M TS l遺伝子異常が認め られ た . ま た, 肺癌 臨床検体
で は 約3 0%の 遺 伝子異常 を認め た と 報告 さ れ て い る 28). し か し
p16/M T Sl遺伝子の 変異と臨床病理学的因子 と関連 や予 後 に及
ぼす影響を検討 した研究 は少な い 30). 本研究 で は, 肺癌臨床検
体を用 い て p16/M T Sl遺伝子の 塩基配列 の 異常をP C R-S S C P法
によ っ て検索す る と と もに , ヘ テ ロ 接 合性 の 欠失を多形性 マ ー
カ ー に より検索 した . P C R SS C P法 は, ゲ ノ ム D N A中の 異 な っ
た塩蓼配列 に より生 じ る 一 本 鐘D N Aの 高次構造 の 遠い を ポリ
アク リ ル ア ミ ドゲ ル 電気泳動 に よ る移動度 の 差 と し て検出す る
方法 である
:与1)
. しか し, P C R-S S C P法 に よ っ て 一 回の 泳動で 解
析できる DNAの 長さ は制限さ れ る . 一山 方 , 400塩基村以下 であ
れ ば高 い 検出効率が保た れ る ため , 本研 究で は 5紙の プ ライ マ
ー を設定 しp16/M TS l遺伝子全長を検索 し た. ま た, マ イ ク ロ
サ テ ラ イ ト マ ー カ ー の 多型を用い たL O H-P C R解析 で は , 痛抑
制遺伝子の 存在する染色体部位の ヘ ミ 欠失をL O H とい う形で
高頻度で検出す る こ と が で きる . 以 上 の 特性を利用 し, 9p21 に
存在する多形性 マ ー カ ー で あるI N F A, D 9S 17 1を用 い て L O H
を検出 し た. さ ら に , 免 疫染色 に よ る p1 6/M TS lの 免疫反応性
はC A S200 を用 い て 定量的 に分析 した . C AS200で は, 染色され
た光顕標本の 顕微鏡画像 か ら二 つ の 異 な る 中心波長 を持 つ バ ン
ドパ ス 光学 フ ィ ル タ ー を 介し て測光す る こ と に より, 免疫組織
染色陽性部分 の 吸光度を定量的 に求め る こ とが 可能であ る. し
た が っ て , C AS 200 によ る定量で は , 測定者 の 主観を取り除く
こ とが 可 能で あり, 染色性の 微弱 な部分 に対 し ても客観的 な測
定が行え る34).
p1 6/M T S l遺伝子 は 3個 の エ ク ソ ン と2個の イ ン トロ ン か ら
なり , m R N Aの サ イ ズ は 981塩基対で ある5). そ の 蛋白質の 分
子量 は15.8k D であり, 156個の ア ミ ノ 酸 か ら な る . p16/M T S l
遺伝子の 仝塩基配列に しめ る グ ア ニ ン (G)と シ ト シ ン (C)の 割
合は70%を越え, CpG ジヌ ク レ オ チ ドの 割合も他の 痛抑制遺伝
子に比べ 高 い . こ れ に伴 うP C R反応 の 効率低 下 が 臨床検体 を
用い たp16/M T S l遺伝子異常の 検索 に難渋す る 一 因と 考え ら れ
て い る33). こ れ を 回避す る ため , 本研究で は P C Rバ ッ ブ 7 一 に
D M S Oを加え , P C R反応 にお け るC G重合 を防止 し増幅効率の
向上 を図 っ た . また , CpG ジヌ ク レ オ チ ドは メ チ ル 化 され た シ
トシ ン (C)か ら チ ミ ン m へ の 転位 が お こ る こ とが 知 られ て お
り, 事実p16/M TS l遺伝子の 点突然変異は CpG部位 に多発 して
い る 34)
. 興味あ る こ と に こ れ ら の 変異 は エ ク ソ ン2 に集中 して
おり, 同程度 の 頻度で CpG が存在す る エ ク ソ ン1 で は突然変異
はほ と ん どみ ら れ な い と 報告さ れ て い る3 3㈲ . 本研 究で は , エ
ク ソ ン2 に変異 の 78.3% が集 中し て お り , そ れ を支持す る結果
が得 られ た .
N S C L Cの 原 発巣と転移巣 で p1 6/M T Sl遺伝子の 異常を検索
したと こ ろ, 原発巣で は 異常が検出さ れ なか っ た の に対 し, 転
移巣 で は27% に異常が認 め ら れ た と報告 され て い る1 7). こ の 結
果か ら は , p16/M T Sl遺伝子は N S C L Cの 癌 化の 後期段階と進
展に関与す る可 能性が示唆 され た . 一 方で p16/M T Sl発現の 変
化を メ ラ ノ ー マ で検索 した 検討 で は , 前癌病変の 100% に その
発現 が検出さ れ た の に対 し, 原発巣で は 52 %, 転移巣 で は72 %
で 発現を認 め な か っ た と 報告 さ れ て い る 35). 以 上 よ り
p16/M T S l遺伝子や p16/M TS l?発現 は痛 の 進行 に付随 して 変
化す るもの と予想 さ れ る . 本研究 で は , p16/M T Slの発現をそ
の 免疫反応性で検討す る限り, 全症例 で T因子 や病期 の 進行 に
つ れそ の 発現 は低下 を示 した . 特 に扁平上 皮痛 で ほ , N 因子 が
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進行す ると と もに 有意な発現低下 が認め られ た . 腺癌 症例 で は,
p16/M T Sl発現 は分化度と相関 した .
か か る 現象 は N S C L Cの 個 々 の 癌 細胞 で何 ら か の 原 因で
p1 6/M T Slが 低量と なり, 個 々 の 癌細胞 の 増殖 が進み最終曲 に
腫瘍径 の 増加を起 こ しT因子 に影響を及ぼす こ と が 示唆 さ れ
る . 同様 に N因子の 進行 でもp16/M T Sl異常細胞が 1) ン パ 節に
移動 し増殖する た め に より速い 細胞周期回転を必要 と して い る
こ と も示唆 され る . しか L組織塑で の 相違や痛 の 転移や浸潤に
お ける p16/M T Slの 働き は細胞周期制御 だけで説明できず, 今
後 の 研究 にそ の 解明を期待 され る.
こ の よう にp16/MTS lは い く つ か の 臨床病理学的因子 と相関
す る こ と か ら, P16/M T Slの 発現 を知 る こ と に よ っ て , そ の 痛
組織 の 特性を知り予後を予測できる可能性が期待 でき る.
本研 究で はp1 6/M T S lの 免疫反応性を2群 に分け肺癌切除篠
の 予後 と検討 した と こ ろ, 腹痛で は p16/M TS l発現低値群は高
値群 に比 し有意 に生存率が低 か っ た . また , 扁平上 皮痛 で は
P16/M T Sl発現と臨床病理学的諸因子 は相関 した が , 予後と の
相 関は 認め られ なか っ た . なお腺病 で は p16/M TSl発現と臨床
病理学的諸因子と の 間に相関は認 め られ なか っ た . した が っ て
P1 6/M T Sl は現在用い ら れ てい る 臨床病理学的因子と関連を有
さずに そ の 予後 に関与 して い る と考 え られ た. また p16/M TS l
遺伝子 の 構造異常の 有無 によ る生 存率 で は有意 な差を認めなか
っ た . しか し, p16/M T Sl遺伝子異常と臨床病理学的因子 と の
相関は認 め られ な か っ た .
一 方 , p1 6/M TS lの 発現 とp16/M T Sl遺伝子異常 の 相関に つ
い てみ ると , L O H が認め られ た もの はp16/M TS l発現が有意な
低値を示し た. しか し, 蛋白発現 が低値を示す症例 の 中で遺伝
子異常 を証明できな い 症例が お よ そ20%あ っ た . こ れ ま で にも,
約 8 0 %の 細 胞株 で p1 6/M T S l が欠損 し て い る も の の ,
p1 6/M T Sl遺伝子の 異常 はそ の 約 半数の 409らで確認さ れ た の み
で あ っ た と の 報告が ある1 7). 蛋白 の 発現異常, と り わ けそ の 発
現低 ド
●
が コ ー ドさ れ て い る遺伝子 の 異常 に起因 しな い 症例が 存
在す る こ と は確実で あ る. か か る事象の 説明と して , プ ロ モ ー
タ ー 部位 の 塩基配列異常 , D N Aの メ チ ル 化 に よ る発現 の 変化,
P1 6/M T Sl自体の 変性過程 に対す る 抵抗性の 発生 な どが 考え ら
れ る . p1 6/MT Slに つ い て は, 月齢軋 喪頚部痛 , グリ オ ー マ に
お ける 党規低下 は 翻訳部位の 異常 よ りも む L ろ そ の プ ロ モ ー タ
ー 部位 の メ チ ル 化 に起関する頻度が高い と の 報告カゞ ある:i4｡
) :叫
プ ロ モ ー タ ー 部位の メ チ ル 化 は, 1)16/M T Slの み な らず他 の 癖
抑制遺は子の 不活化の 1 つ の メ カ ニ ズ ム と し て 注 = され る. メ
チ ル 化 を生 じる 酵素の 一 つ に メ ナ レ ン テ ト ラ ヒ ドロ 柴l駿還ノ己酵
素(m ethyle n etetr ahydr ofolate redu cta s e, M T H F R) が ある .
毒 の Kamiyaら
:一7) は , こ の M THF R過信f･ の 多形性 に注目 し,
p1 6/M T Sl 発現 と の 相関関係を検討 し た . NSC L C 5 7例を
M T H F Rの 多型部位の ア ミ ノ 酸配列 に よ っ て 3つ の グ ル ー プ に
分 け た. そ の 結 果ある ア ミ ノ酸配列を示す グ ル ー プ が ほ か の グ
ル ー プ に比 べ 有意に低い p16/M TS l発現 を示 した と 報告 して い
る. こ の 事実 は, p16/M T Sl発現異常 に M T H F R遺伝子 の多形
性が 関与 し て い る 可 能性を示 して い る . すなわ ち, M TIi F R が
p16/M TSl遺伝子の メ チ ル 化を引き起 こ しp16/M T Sl発現低 下
に より細胞周期 や発癌過程 の 異常を発生 させ る と推測さ れ る.
本研究で 用い た D N A は, 新鮮標本より抽出 した た め 変性な ど
の 影響 は ほ と ん ど 受け て い な い も の と 思 わ れ る . し か し ,
p16/M TS l遺伝子異常 の 検出率 は過去 の報告 に比 べ 低率であ っ
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た . これ に は , 正 常細胞が混入 しL OHの 頻度が 過少評価 さ れ
て い る 可能性も考えら れ る . 膿瘍を ヌ ー ド マ ウ ス に 移植 し, 混
入 正常細胞を除去す る方法 な ども報告 され て い る
2 5)38)
以 上 本研究 で は p16/M TS l発現低下 が N SC L Cの 病期進行
と深く関 わり, P16/M TS l発現低値症例 の 予後 は高値症例 に比
し不良である こ と が 判明 した . こ の こ とか らp16/M T Sl は細胞
周期制御因子 の ひ と つ と して N S CL Cの 発癌過程や病期進行を
反映 し, 予後を予 測する重要な因子 の
一 つ で ある こ と が 明ら か
と な っ た . 今 回の 研究 で はp1 6/M TS l遺伝子異常 は N S C LC の
病期進行や 予 後 に相関を認めず, 蛋白発現に お ける結果 と の 解
離を示 し た. すな わちp16/M T Sl発現異常が そ の 遺伝子異常 の
み に起因し な い こ とが 予想さ れ る. 今後p16/M T Sl発現 に影響
を与え る他の メ カ ニ ズ ム の 解明が必須 と考えら れ る .
結 論
NSC L C 67例 を対象 にp16/M TS l遺伝子異常 と蛋白発現を検
索 し以 下の 結論を得 た .
1 . N S C L C 67例中, p16/M T Sl構造異常を15例 (22.4%) に,
染色体9p21の L O Hを26例(38. 瑚 に認 めた .
2 . 仝症例 にお い て, p16/M T S l染色率は臨床的病期 の 進行
と とも に, またt因子の 増大 と とも に有意に低下 した .
3 . 扁平上 皮痛 に お い て, p16/M T S l染色率は N 因子 が増大
ととも に有意 に低下 した . 腹痛 にお い て , p16/M T S l染色率 は
低分化症例 が高分化症例 に比 し有意に低値であ っ た.
4 . p16/M T S l遺伝子構造異常 や染色体9p21の L O Hの 有 無
と N S C L Cの 臨床病理学的因子と に相関 を認 め なか っ た .
5 . p1 6/M TS l染色率 とp16/MT S l遺伝子構造異常 と の 相関
を認 めなか っ た . p16/M T Sl染色率 は, L O Hを認 め た 群は 認め
な い 群 に比 べ 有意 に低値であ っ た .
6 . p16/ m l遺伝子構造異常や L O Hの 有無と 生存率 と に相
関を認めなか っ た .
7 . N S C L C, と りわ け腺将 に お い て p16/M T Sl高発現群 は
低発現群に比 べ 有意に良好 な生 存率 を示 した . 肺 腺癌 にお い て
p16/ 肌 1発現は予後予測因子 とな りうる こ と が示唆 さ れ た .
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Key w ords n o n
- Sm allc e11 lu ng c a n c e r,P16/ M T S l, P C R-S S C P･ L O H,im mun ohisto chemic alstain lng
Abstr act
T he produ ct ofp1 6/ M T S Ic on troIs the cellcycle tra n sitio nfro m the G Ipha s eto the S
-
Phase by inhibiting the
Phospho rylatio n ofthe re tin oblast om agene pr oduc t･ A lack ofp16/ M TSl e xpres sio nhasbee n reported in vario us c a n c e r cell
lin e s a nd tu mors. How eve r, O nly a few s tudieso nthe prognostic slgni丘c an ce ofp1 6/ M TS lalte ration ha ve bee n r eported,
T his study ex a mined p1 6/ M T S lge n e alteration sin 67 non
ps mallc el1 1u ng c ance rsby PC R-S S C Pa nd LOH at chrom o som e
Segm ent9p2 1u slng the mic rosate11ite m arke r sD9S17 1and IN F A･ In ad diton , eXPre Sion ofp16/ MTSI w asdete r min ed by
the im mu nohistoche mical m ethod and qu an tified with a CA S 2 00im age an alyz e rprogr a m. T he % positive a re a nd %
POSitive stain pa ra met er sw e recalc ulated a sthe staining degre e･ Fifte e nca s e s(ade noc a rcin om as, 8 ca s e s; ePide r m oid
C a rCino mas, 7 ca s es)show ed shifted m obility by SS C Panalysis. Tw enty-Six c ase s(ade nocar Cino m a s, 1 5cases; ePide r moid
CarCino m a s, 1 1ca s es)had L O Ho n chro mosom e s egm e nt9p2l･T her ew as n oc o rr elatio nbetw e e nclinic opathologic al data a nd
the results ofthe S S C Pa nd LOH analysis of 9p21. Staining rat es ofp16/ M T S l(% positive are a a nd %positiv es tain)w er e
15.2± 9.4and 20.8 ± ユ2.9(嘉 ± SD), reSpe Ctiv ely･ T he staining rates ofp16/ M T S Isignificantly de c r e a s ed as the stage ofthe
dis ea se progre sed(p<0.05). Asthe tu mor sbe camelarge r,the staining r ates ofp1 6/ M T S lals obe cam elow er(P<0.05). The
St ain lng rat eS Ofp1 6/ M T S l in ep de rm oidc a rcinom a sslgnific an tly de c rea s ed a s n odal m etast asi progres s ed. T he stainl ng
r ate sofp1 6/ M T S l in w ell
-difftre ntiated ade n o c arCin o m as wereslgni蔦c antlyhighe rthan tho s ein o the rdifferen tiatedty pes.
T here w a s n o c o rrelatio nbetwe e nthe stain lngrateS Ofp16/ M T S la ndthe results oftheS S C Pa nd LOH an alysis of9p2 l. The
Stain lng rate S Ofp16rM T S Iwith L O Hw er elO･0 ± 9･2 and 1 4･l ± 1 1･6･ T he s e rat es w e r elow?rtha nthose without L O H･
T he s u rvival rate w a sc alc ulatedfor the c a se sdivided int olo wp1 6/ M T S Istaining r ate (<15.0) (lo w p1 6/ M T Sl)and high
p1 6/ M T S Istainingrategro ups(≧1 5.0)(highp1 6/ M TSl). T helow p1 6/ M T S lgroup signi凸c a ntlysho wed a poorer su r vival
rate than the high p16/ M T S lgroup･ Stainlng rate Ofp16/ MTSI w as c o nside red to be clo s ely r elated to the progno sisin
Patients with non - S mallcell lung callC e r.
